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SOP 4-449.01 Titel  
Qualitative Bestimmung der NK-Zellzytotoxizität mittels Immunfluoreszenz  
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SOP 4-449.02 Indikation 
Routinediagnostik, Abklärung von Immunmangelzuständen und Immundefekten 
 
 
SOP 4-449.03 Änderungshinweis 
Zusammenfassung aller Veränderungen 
 
 
SOP 4-449.04 Zweck / Definitionen / Allgemeines 
Die Lymphozytenverteilung im peripheren Blut ist in weiten Grenzen variabel. Auffällig von 
den Referenzbereichen abweichende oder auch grenzwertige Befunde können eine Ursache 
für Immunmangelzustände sein. Wichtige Indikation ist der Verdacht auf einen Immundefekt 
im Kindesalter oder im Erwachsenenalter wegen gehäufter Infekte.  
 
 
SOP 4-449.05 Testprinzip 
Die lytische Aktivität humaner NK-Zellen aus dem peripheren Blut wird anhand des NK-Zell-
induzierten Lyseprozesses von Tumorzellen (K562) bestimmt. Diese Tumorzellen sind mit 
einem fluoreszierenden Membranfarbstoff (Calcein) gefärbt, werden durch Lyse zerstört und 
somit der Farbstoff freigesetzt. Die Freisetzung des Farbstoffes wird mittels Fluorometer 
gemessen und somit die aktuelle NK-Zellfunktion des Patienten bestimmt. 
 
 
SOP 4-449.06 Verfahrenskenndaten / Validierung / Qualitätskontrolle 
SOP 4-449.06.1  Validierung 
 
Referenzbereiche: 
Eine normale NK-Zellfunktion gilt für ein NK-Zell-Tumorzell-Verhältnis von 10:1 bei einer NK-
Zell-Lyserate zwischen 20% und 50% als bestätigt. 
 
10:1 25:1 50:1 NK-Zellfunktion 
> 50 % > 84 % > 114 % sehr gut 
> 20 % bis < 50 % > 27 % bis < 84 % > 33 % bis < 114 % normal 
< 20 % < 27 % < 33 % vermindert 
 
Der Nachweis der Präzision beschreibt die Reproduzierbarkeit der Methode. Die wurde 
jeweils mittels eines Intraassay- und Interassayvergleiches durchgeführt.  
 
Intraassay: Es wurde jeweils eine Probe 4x präpariert und gemessen. Daraus wurden der 
Mittelwert, die Standardabweichung und der Variationskoeffizient berechnet. Das Ziel ist ein 
gemessener Variationskoeffizient, der kleiner ist als der erwartete Variationskoeffizient von 
30% mit + 10% Variationsbreite, d.h. 30% + 3%. Diese Forderungen wurden für alle 
Analyten erfüllt, siehe Tabelle 1. 
 
Interassay: Es wurde je 1 Probe an fünf unterschiedlichen Tagen präpariert und gemessen. 
Es wurden der Mittelwert, die Standardabweichung und der Variationskoeffizient berechnet. 
Das Ziel ist ein gemessener Variationskoeffizient, der kleiner ist als der erwartete 
Variationskoeffizient von 30% mit + 10% Variationsbreite, d.h. 30% + 3%. Diese 
Forderungen wurden für Analyten erfüllt, siehe Tabelle 2. 
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Messung 1 29,61 59,37 66,31 
 
Messung 1 25,38 32,74 40,3 
Messung 2 36,41 60,22 91,59 
 
Messung 2 25,9 30,26 38,93 
Messung 3 36,14 64,54 76,13 
 
Messung 3 16,71 23,22 38,04 
Messung 4 39,9 69,35 102,87 
 
Messung 4 22,04 29,59 39,36 
Mittelwert 35,52 63,37 84,23 
 
Mittelwert 22,51 28,95 39,16 
Standardabweichung 
(Stichprobe) 




4,23 4,06 0,94 
VK 12,1 7,24 19,24 
 
VK 18,79 14,01 2,4 
Anzahl 4 4 4 
 
Anzahl 4 4 4 
Max. erwarteter VK 30±3 30±3 30±3 
 
Max. erwarteter VK 30±3 30±3 30±3 
Kriterium erfüllt ja ja ja 
 























Messung 1 40,25 73,50 98,10 
 
Messung 1 56,72 82,55 116,2 
Messung 2 55,45 81,77 130,47 
 
Messung 2 63,62 108,06 118,06 
Messung 3 55,48 80,02 124,72 
 
Messung 3 76,14 113,32 128,15 
Messung 4 58,21 88,31 137,01 
 
Messung 4 78,74 101,93 118,11 
Mittelwert 52,35 80,90 122,57 
 
Mittelwert 68,81 101,46 120,13 
Standardabweichung 
(Stichprobe) 




10,41 13,44 5,42 
VK 15,60 7,53 13,93 
 
VK 15,13 13,25 4,51 
Anzahl 4 4 4 
 
Anzahl 4 4 4 
Max. erwarteter VK 30±3 30±3 30±3 
 
Max. erwarteter VK 30±3 30±3 30±3 
Kriterium erfüllt ja ja ja 
 
Kriterium erfüllt ja ja ja 
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10x [%] 25x [%] 50x [%] 
 
10x [%] 25x [%] 50x [%] 
Messung 1 42,19 52,19 58,88 
 
Messung 1 31,49 42,76 65,25 
Messung 2 36,46 55,2 65,21 
 
Messung 2 29,66 50,68 56,48 
Messung 3 41,74 47,01 54,41 
 
Messung 3 29,57 45,8 71,41 
Messung 4 34,91 48,29 61,19 
 
Messung 4 39,64 47,66 63,99 
Mittelwert 38,82 50,67 59,92 
 
Mittelwert 32,59 46,73 64,29 
Standardabweichung 
(Stichprobe) 




4,78 3,32 6,13 
VK 9,49 7,37 7,53 
 
VK 14,67 7,11 9,54 
Anzahl 4 4 4 
 
Anzahl 4 4 4 
Max. erwarteter VK 30±3 30±3 30±3 
 
Max. erwarteter VK 30±3 30±3 30±3 
Kriterium erfüllt ja ja ja 
 
Kriterium erfüllt ja ja ja 






10x [%] 25x [%] 50x [%] 
 
10x [%] 25x [%] 50x [%] 
Messung 1 23,15 33,29 55,49 
 
Messung 1 28,57 53,60 74,40 
Messung 2 23,43 35,83 47,76 
 
Messung 2 37,42 67,15 100,39 
Messung 3 24,23 40,26 54,60 
 
Messung 3 35,69 54,06 96,62 
Messung 4 32,37 39,74 58,76 
 
Messung 4 27,33 60,73 87,51 
Mittelwert 25,80 37,28 54,15 
 
Mittelwert 32,25 58,88 89,73 
Standardabweichung 
(Stichprobe) 




5,04 6,40 11,56 
VK 17,08 8,89 8,54 
 
VK 15,64 10,87 12,89 
Anzahl 4 4 4 
 
Anzahl 4 4 4 
Max. erwarteter VK 30±3 30±3 30±3 
 
Max. erwarteter VK 30±3 30±3 30±3 
Kriterium erfüllt ja ja ja 
 
Kriterium erfüllt ja ja ja 
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10x [%] 25x [%] 50x [%] 
 
10x [%] 25x [%] 50x [%] 
Messung 1 25,58 32,10 36,59 
 
Messung 1 34,57 47,11 44,40 
Messung 2 27,93 34,03 32,89 
 
Messung 2 33,48 48,94 48,98 
Messung 3 15,15 20,72 29,45 
 
Messung 3 23,12 36,34 49,13 
Messung 4 27,32 35,96 39,59 
 
Messung 4 35,11 51,77 53,61 
Mittelwert 24,00 30,70 34,63 
 
Mittelwert 31,57 46,04 49,03 
Standardabweichung 
(Stichprobe) 




5,67 6,75 3,76 
VK 24,93 22,28 12,74 
 
VK 17,97 14,65 7,67 
Anzahl 4 4 4 
 
Anzahl 4 4 4 
Max. erwarteter VK 30±3 30±3 30±3 
 
Max. erwarteter VK 30±3 30±3 30±3 
Kriterium erfüllt ja ja ja 
 
Kriterium erfüllt ja ja ja 







10x [%] 25x [%] 50x [%] 
 
10x [%] 25x [%] 50x [%] 
Messung 1 46,13 61,56 78,94 
 
Messung 1 46,52 70,41 94,45 
Messung 2 45,96 69,00 89,15 
 
Messung 2 41,76 66,28 95,33 
Messung 3 49,07 66,69 84,50 
 
Messung 3 41,97 85,39 105,61 
Messung 4 46,31 56,57 62,69 
 
Messung 4 50,72 88,99 117,63 
Mittelwert 46,86 63,45 78,82 
 
Mittelwert 45,24 77,77 103,25 
Standardabweichung 
(Stichprobe) 




4,26 11,11 10,84 
VK 3,15 8,74 14,64 
 
VK 9,42 14,28 10,50 
Anzahl 4 4 4 
 
Anzahl 4 4 4 
Max. erwarteter VK 30±3 30±3 30±3 
 
Max. erwarteter VK 30±3 30±3 30±3 
Kriterium erfüllt ja ja ja 
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10x [%] 25x [%] 50x [%] 
 
10x [%] 25x [%] 50x [%] 
Messung 1 52,88 70,19 94,13 
 
Messung 1 43,43 59,17 82,22 
Messung 2 63,41 86,01 106,35 
 
Messung 2 24,22 56,08 72,20 
Messung 3 50,48 92,15 117,88 
 
Messung 3 35,35 64,56 83,14 
Messung 4 46,31 87,04 80,32 
 
Messung 4 36,40 65,95 78,56 
Mittelwert 53,27 83,85 99,67 
 
Mittelwert 34,85 61,44 79,03 
Standardabweichung 
(Stichprobe) 




7,94 4,62 4,97 
VK 13,68 11,32 16,19 
 
VK 22,79 7,52 6,29 
Anzahl 4 4 4 
 
Anzahl 4 4 4 
Max. erwarteter VK 30±3 30±3 30±3 
 
Max. erwarteter VK 30±3 30±3 30±3 
Kriterium erfüllt ja ja ja 
 
Kriterium erfüllt ja ja ja 







10x [%] 25x [%] 50x [%] 
 
10x [%] 25x [%] 50x [%] 
Messung 1 37,25 50,25 65,94 
 
Messung 1 74,56 96,82 137,75 
Messung 2 40,89 54,24 70,22 
 
Messung 2 78,73 107,52 137,81 
Messung 3 37,68 49,45 62,57 
 
Messung 3 57,93 103,43 130,68 
Messung 4 38,63 58,25 69,65 
 
Messung 4 54,21 80,54 117,72 
Mittelwert 38,61 53,05 67,09 
 
Mittelwert 66,36 97,08 130,99 
Standardabweichung 
(Stichprobe) 




12,1 11,87 9,46 
VK 4,20 7,63 5,31 
 
VK 18,23 12,23 7,22 
Anzahl 4 4 4 
 
Anzahl 4 4 4 
Max. erwarteter VK 30±3 30±3 30±3 
 
Max. erwarteter VK 30±3 30±3 30±3 
Kriterium erfüllt ja ja ja 
 
Kriterium erfüllt ja ja ja 
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10x [%] 25x [%] 50x [%] 
Tag 1 51,84 80,59 121,59 
 
Tag 1 23,72 40,17 50,52 
Tag 2 69,51 122,16 165,31 
 
Tag 2 36,32 54,60 74,12 
Tag 3 43,93 82,14 106,78 
 
Tag 3 32,91 48,36 69,44 
Tag 4 47,62 59,86 75,85 
 
Tag 4 30,92 43,94 53,89 
Tag 5 38,49 63,94 89,63 
 
Tag 5 38,78 50,64 59,94 
Tag 6 41,05 65,79 89,55 
 
Tag 6 29,50 43,08 62,04 
Tag 7 40,78 65,93 98,85 
 
Tag 7 27,33 42,60 55,31 
MW 47,60 77,20 106,79 
 
MW 31,35 46,20 60,75 
Standardabweichung 
(Stichprobe) 




5,17 5,15 8,54 
VK 22,43 27,94 27,71 
 
VK 16,49 11,15 14,06 
Anzahl 7 7 7 
 
Anzahl 7 7 7 
Max. erwarteter VK 30±3 30±3 30±3 
 
Max. erwarteter VK 30±3 30±3 30±3 
Kriterium erfüllt ja ja ja 
 
Kriterium erfüllt ja ja ja 
         
NK-Zelltoxizität 
Proband 2 










Tag 1 22,43 28,89 39,15 
 
Tag 1 32,53 46,72 64,20 
Tag 2 23,83 29,71 34,45 
 
Tag 2 29,82 49,34 66,47 
Tag 3 23,06 30,16 31,89 
 
Tag 3 22,54 40,63 54,98 
Tag 4 14,45 17,49 22,30 
 
Tag 4 38,61 60,22 71,14 
Tag 5 26,63 33,71 38,90 
 
Tag 5 24,53 40,78 59,07 
Tag 6 25,97 35,31 44,41 
 
Tag 6 28,75 37,87 52,31 
MW 22,73 29,21 35,18 
 
MW 29,46 45,93 61,36 
Standardabweichung 
(Stichprobe) 




5,76 8,20 7,18 
VK 19,25 21,44 21,72 
 
VK 19,55 17,85 11,70 
Anzahl 6 6 6 
 
Anzahl 6 6 6 
Max. erwarteter VK 30±3 30±3 30±3 
 
Max. erwarteter VK 30±3 30±3 30±3 
Kriterium erfüllt ja ja ja 
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10x [%] 25x [%] 50x [%] 
Tag 1 74,14 119,69 141,66 
 
Tag 1 44,35 74,17 107,34 
Tag 2 42,69 97,61 147,69 
 
Tag 2 33,55 55,46 76,79 
Tag 3 57,29 82,69 110,70 
 
Tag 3 53,15 83,81 99,29 
Tag 4 45,26 77,82 103,36 
 
Tag 4 47,95 79,81 93,84 
Tag 5 53,66 75,75 108,08 
 
Tag 5 42,71 59,55 80,03 
Tag 6 33,54 61,69 90,91 
 
Tag 6 46,26 67,93 85,99 
MW 51,10 85,88 117,07 
 
MW 44,66 70,12 90,55 
Standardabweichung 
(Stichprobe) 




6,52 11,22 11,75 
VK 27,52 23,54 19,24 
 
VK 14,61 16,00 12,97 
Anzahl 6 6 6 
 
Anzahl 6 6 6 
Max. erwarteter VK 30±3 30±3 30±3 
 
Max. erwarteter VK 30±3 30±3 30±3 
Kriterium erfüllt ja ja ja 
 
Kriterium erfüllt ja ja ja 
         NK-Zelltoxizität 
Proband 14 
10x [%] 25x [%] 50x [%] 
     Tag 1 50,66 80,67 106,57 
     Tag 2 38,32 52,47 71,75 
     Tag 3 45,99 53,57 64,01 
     Tag 4 23,26 38,73 50,47 
     Tag 5 34,07 57,17 81,37 
     Tag 6 34,64 61,37 78,9 
     MW 37,82 57,33 75,51 
     Standardabweichung 
(Stichprobe) 
9,68 13,75 18,89 
     VK 25,58 23,98 25,01 
     Anzahl 6 6 6 
     Max. erwarteter VK 30±3 30±3 30±3 
     Kriterium erfüllt ja ja ja 
      
 




SOP 4-449.06.2 Qualitätskontrolle intern 
Mitführen einer Positiv- und Negativkontrolle. 
 
 
SOP 4-449.06.3 Qualitätskontrolle extern 
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SOP 4-449.07  Material / Geräte  









Triton-X      




     
RPMI + 10%FKS 
 
     
RPMI + 10%FKS + 
1% Gentamicin 
     
Calcein      
 
 
SOP 4-449.07.2 Verbrauchsmaterial 
 
Bezeichnung Standort Firma 
   
Pipettenspitzen   
 
 
SOP 4-449.07.3 Geräte 
 
Bezeichnung Standort Firma 
Bedienung/ 
Kalibrierung 
    
    
variable Pipetten für die Bereiche  
1-10 µl, 10-100 µl, 100-1000 µl 
   
    
Kühlzentrifuge Rotana 46    
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                          
 
SOP 4-449.08  Durchführung der Analyse 
SOP 4-449.08.1 Probenentnahme / Präanalytik  
Es werden 7,5 ml antikoaguliertes Blut (Heparinblut) an das Max-Bürger-Zentrum, Bereich 
Immundiagnostik, Durchflusszytometrisches Labor eingesandt, zwischenzeitlich bei 
Raumtemperatur asserviert. Innerhalb von 48 Stunden nach Blutentnahme, werden PBMC 
präpariert und die Zellen bei –80°C eingeforen. 
 
 
SOP 4-449.08.2 Probenvorbereitung 
Targetzellen K562 und die Effektorzellen NK-Zellen vorbereiten: 
- K562-Zellen aus Kulturflasche in 50 ml Röhrchen überführen und bei 1400 rpm für 10 min. 
zentrifugieren 
- Zellen einmal mit 5 ml RPMI+10%FKS waschen (1400 rpm für 10 min) 
- Bestimmung der Zellzahl und Einstellung auf 2x10
6
 Zellen pro ml in PBS 
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- zu 500 µl dieser Zellsuspension 7,5 µl Calcein (1 mg/ml) geben  Inkubation 30 Minuten 
bei 37°C  anschliessend Zugabe von 5 ml RPMI + 10 % FKS zum Abstoppen der Reaktion 
- zweimaliges Waschen der Zellen (5 Minuten bei 1400 rpm) 
- Einstellen der Zellzahl auf 40.000/ml 
Effektorzellen 
- Präparation der PBMC aus frischem Heparinblut oder Auftauen der bereits eingeforenen 
Zellen 
- Einstellen der Zellzahl auf 4 x 10
5
 Zellen / ml RPMI + 10 % FKS 
Ansatz 
- 1 % iges Triton X-100 in PBS vorbereiten (100 µl Triton X-100 + 9,9 ml PBS) 
- in 96-well-Rundbodenplatte pro Patient Negativkontrolle (100 µl der vorbereiteten K562 
Zellen + 100 µl RPMI), Positivkontrolle (100 µl K562 + 100 µl 1 %igem Triton X-100) und 
Patientenansatz (100 µl K562 + 100 µl Effektorzellen) jeweils in 4-fach Bestimmung 
ansetzen  Ansatz für 3 Stunden im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2-Gehalt inkubieren 
- Platte 10 Minuten bei 900 rpm zentrifugieren 
- 100 µl des Überstandes in schwarze 96-well-Flachbodenplatte überführen 
- am Tecan SpectraFlour Plus messen  
 
  
SOP 4-449.08.3 Kalibierung / Geräteeinstellung 
Überprüfung der Kalibrierung mittels Kalibrierungsplatte jährlich oder nach Reparatur. 
 
 
SOP 4-449.08.4 Messung  
- Tecan SpectraFluor Plus einschalten 
-  Start  Programme  Tecan  Programm Tecan X Fluor 4 
-  Makros aktivieren 
- 1.)   X Fluor 4  connect  Instrument – Select  SPECTRAFluor Plus 
Port – Select  Serial 0 (COM 1) 
Stacker Port – Select  Serial 2 (COM 3) 
- 2.)  X Fluor 4  Edit  Measurement Parameter  General – Measurement mode  
Fluorescence Intensity 
- Plate – Plate definition file  Browse  Name: GRE96f6.pdf  ok 
-  Part of the plate  // Einstellen der zu bestimmenden Wells  Meas. Params – 
Fluorescence wavelength  other  Exitation wavelength  485 nm 
        Emission wavelength  535 nm 
-  Gain  manual:  100  Integration   Lag time:  0 µs  
 Integration time  100 µs 
-  Flash  Number of flashes:  3  ok 
- Einlegen der Platte 
- 3.) X Fluor 4  Start Measurement 
- // Nach Ausgabe der Messwerte  Start  Speichern unter  //Auswahl des 
Speicherortes  Speichern 
- Tecan SpectraFluor Plus ausschalten 
 
Die Messparameter wurden wie folgt eingestellt: Excitation = 485 nm, Emission = 535 nm, 
counting time = 0,1 sec, Gain = 100. 
 
 
SOP 4-449.08.5 Auswertung  
- Aufrufen der Messdaten 
- Kopieren der Messdaten in eine leere Excel-Mappe 
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- Zuordnung von Negativkontrolle, Positivkontrolle und Patientenwerten zu den 
einzelnen 4-fach-Bestimmungen 
- Voraussetzung zur Beurteilung der Rohdaten: Die Maximallyse muss mindestens 
doppelt so groß sein wie die Spontanlyse! 
- Berechnung der Mittelwerte für die einzelnen 4-fach-Bestimmungen 
- Berechnung der NK-Zelltoxizität aus den Mittelwerten (Patientenwert * 100 % / 
Negativkontrolle – 100 %) 
- Abgleich der NK-Zelltoxizität mit den Referenzbereichen 
 
SOP 4-449.08.6 Befundung / Übermittlung der Ergebnisse 
 Die Befundübermittlung erfolgt in der Regel schriftlich/per Fax, falls nichts anderes 
vereinbart wurde.    
 
 
SOP 4-449.09 Mitgeltende Unterlagen 
 SOP 4-421 
 SOP 4-422 
 SOP 4-423 
 Laborinterne Kurzanleitung 
 Ordner Reagenziendokumentation 
 FRM 1-052 „Validierung quantitativer Methoden, Interassay“ 
 FRM 1-053 „Validierung quantitativer Methoden, Intraassay“ 
 
 
SOP 4-449.10 Literatur 
Pezzutto, A., Ulrichs, T., Burmester, G. (2007): Taschenatlas der Immunologie. 
Grundlagen – Labor – Klinik. 2. Aufl., Stuttgart: Georg Thieme Verlag KG; 
Murphy, K., Travers, P., Walport, M. (2009): Janeway Immunologie. 7. Aufl., Heidelberg: 
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SOP 4-449.11 Anlagen 
keine 
